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Okoljsko relevantno testiranje strupenosti netopnih premazov 
Povzetek: V preteklosti so bili v uporabi različni pristopi kako testirati strupenost spojin, 
ki so v vodi netopne. Med najbolj uporabljenimi je metoda z dodatkom topila, vendar ima 
dodatek tega lahko znaten vpliv na celotno strupenost. Poleg tega je vprašljiv tudi okoljski 
pomen takšne metode testiranja. Cilj raziskovalne naloge je razvoj metodologije za  
testiranje strupenosti v vodi netopnih premazov, ki bo enostavna, hitra in okolju prijazna. 
S tem namenom smo določili strupenost dvokomponentnega epoksi premaza na vodni 
osnovi in obeh sestavnih komponent z uporabo vodnih bolh, Daphnia magna.  
Za testiranje strupenosti smo uporabili izluževalno metodo najprej za premaz, nato pa 
tudi za posamezni dve glavni komponenti (A in B) premaza. Pri posameznem testu smo 
vzorec nanesli na inertno stekleno ploščico in po sušenju je sledilo izluževanje 
komponent. Izluževalne raztopine smo nato redčili na različne koncentracije, tem pa 
posamezno dodali po deset mladičev vodnih bolh. V primeru primernega odziva smo 
izračunali vrednosti 48h EC50. 
Glede na rezultate testiranja je komponenta B zelo strupena, saj je izpostavljenost tej 
komponenti pri vseh testnih koncentracijah povzročila 100% inhibicijo gibljivosti 
organizmov. Zaradi pomanjkanja podatkov o sestavi spojine, nismo mogli natančno 
določiti vzroka za strupenost. Komponenta A se je izkazala za manj strupeno, saj je bila 
izračunana 48h EC50 za vodne bolhe 22,7 vol.%. Strupenost je v glavnem povzročena 
zaradi vsebnosti cinkovega oksida, ki je glede na podatke v varnostnih listih zelo strupen 
za vodne bolhe. Kljub temu je bilo z rezultati testiranja ugotovljeno, da premaz ni tako 
strupen kot njegovi posamezni sestavni komponenti, saj je vrednost 48h EC50 za premaz  
> 100 vol%. Glede na rezultate raziskave je izluževalna metoda primerna za določitev 
strupenosti v vodi ne topnih premazov in je lahko uporabljena za vrednotenje vpliva 
strupenih spojin na okolje.   
 







Environmentally relevant toxicity testing of water-insoluble surface coatings   
Abstract: There are several approaches how to test toxicity of water-insoluble 
compounds. However, the most often the addition of solvents is used, but it can 
significantly alter the toxicity of water-insoluble compounds. Furthermore, the 
environmental relevance of such testing is questioned. Therefore, the aim of this study 
was to develop the methodology for the toxicity testing of water-insoluble coating that 
would be easy, fast and more environmentally relevant. For this purpose toxicity of two-
component waterborne epoxy coating and its components was assessed using water fleas, 
Daphnia magna.   
 
Toxicity tests were carried out using a leaching method separately on coating in full 
composition, as well as separately on their two main components (A and B). The 
respective tests started with the coating of inert glass plate, drying and subsequent 
leaching. After leaching the medium was diluted to several concentrations and ten 
neonates of water fleas were added in each. In case of a good dose-response relationship 
the results were expressed as 48h EC50.  
 
According to the results component B shows high toxicity, all tested concentrations 
caused 100% inhibition. Due to lack of data, it was not possible to determine the cause of 
toxicity of the compound. Component A showed lower toxicity to water fleas, where the 
48h EC50 for it was 22.7 vol.% and is mainly caused by zinc oxide, which is according to 
its safety data sheet very toxic for water fleas. Moreover, the result showed that the tested 
coating in full composition is not as toxic to water fleas as their separate components. 
Calculated 48h EC50 for tested coating is >100 vol.%. Results of the present study 
demonstrated that the leaching method is a good approach to test the toxicity of water-
insoluble coatings and consequently could be used to assess the impact of such 
compounds on the environment. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
ECHA Evropska agencija za kemikalije 
ECx Efektivna koncentracija, ki povzroči specifičen odziv pri x 
% testne populacije 
EU Evropska unija 
ICx Inhibicijska koncentracija, ki povzroči inhibicijo pri x % 
testne populacije 
ISO Mednarodna organizacija za standardizacijo 
LCx Smrtna koncentracija, ki povzroči smrt pri x % testne 
populacije 
LOEC Najnižja testna koncentracija, ki še povrzoči odziv 
M4 Medij M4 
NOEC Najvišja testna koncentracija, ki ne povzroči odziva 
OECD Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj 
QSAR Kvantitativno razmerje med strukturo in delovanjem 
REACH Uredba o registraciji, ovrednotenju, avtorizaciji in 
omejevanju kemikalij 
UVCB Produkti kompleksnih kemijskih reakcij in biološki materiali 
(ang. Unknown or Variable Composition, Complex Reaction 











V času hitrega tehnološkega razvoja in številnih raziskav, ki prinašajo novosti na vseh 
področjih,  je globalni pritisk na okolje vedno večji in s sabo prinaša mnoge negativne 
posledice. Nekatere izmed uporabljenih kemikalij predstavljajo za človeka in okolje 
veliko tveganj pri uporabi, saj so te lahko strupene ali začno po daljšem času uporabe 
sproščati potencialno škodljive snovi. Znanje o kemikalijah, njihovih  lastnostih in 
učinkih na človeka ter okolje je ključno za oceno tveganja. Na podlagi teh podatkov se 
tudi lahko odločamo o načinih, kako negativne vplive zmanjšati ali celo te snovi 
zamenjati z manj škodljivimi [1, 2]. 
1.1 Onesnaževanje okolja  
V zadnjih desetletjih je onesnaževanje okolja postal eden izmed poglavitnih globalnih 
problemov, na katerega ima velik vpliv razvoj tehnologij, intenzivna industrializacija in 
posledično vse večja prisotnost kemikalij. Glede na podatke se proizvodnja in uporaba 
kemikalij za industrijsko, prav tako pa za komercialno rabo iz leta v leto povečuje, s tem 
pa se povečuje tudi izločanje le-teh v okolje. V okolju lahko kemikalije negativno delujejo 
na različne organizme. Za ohranjanje okolja in biološke raznovrstnosti, je ključno, da 
natančno poznamo akutne in kronične učinke kemikalij na različne organizme. Dejstvo 
pa je, da za številne kemikalije ne malokrat primanjkuje podatkov o njihovi sestavi in 
vplivu [2, 3]. 
1.1.1 Uredba REACH   
Primanjkovanje relevantnih podatkov je med uporabniki in nacionalnimi ter 
mednarodnimi inštituti povzročalo velike skrbi glede pogosto in v velikih količinah 
uporabljenih substanc in njihovih mešanic. To je pripeljalo do nuje po uveljavi nadzornih 
pravil za varno uporabo kemikalij, ki morajo pri uporabi zagotavljati varnost za človeško 
zdravje in okolje, hkrati pa spodbujati in vplivati na večjo konkurenčnost podjetij. Tako 
je junija 2007 v veljavo stopila uredba Evropske unije, Uredba o registraciji, 
ovrednotenju, avtorizaciji in omejevanju kemikalij (REACH), z namenom izboljšanja 
varovanja zdravja ljudi in okolja pred tveganji, ki jih povzroča uporaba obstoječih, prav 
tako pa novih kemikalij. Glavni nameni uredbe, ki je smatrana za eno izmed svetovno 
najstrožjih glede strupenih kemikalij so: (1) izboljšana zaščita človeškega zdravja in 
okolja pred tveganji, ki jih predstavlja uporaba kemikalij, (2) izboljšana kompetentnost 
EU kemijske industrije in (3) uvedba alternativnih metod za določanje nevarnosti 
substanc ter (4) zagotovitev prostega pretoka kemikalij znotraj EU mednarodnega trga [4, 
5]. 




Z namenom vodenja evidence podatkov o kemikalijah je bila v sklopu uredbe REACH 
ustanovljena Evropska agencija za kemikalije (ECHA), ki ureja vse potrebno za 
registracijo substanc in vodi baze podatkov. Za kemikalije, ki se bodo pojavljale na EU 
trgu, so podjetja obvezana k njihovi registraciji pri ECHA z izpolnitvijo ustreznih 
podatkov o lastnostih kemikalij, z jasno definiranimi vsemi zahtevanimi podatki. Za 
posamezno kemikalijo ali substanco so v bazo podatkov vključene informacije o 
identifikacijskem številu, število registracij, tip registracije, celotna letna proizvedena 
tonaža, prav tako pa ekotoksikološke informacije o okoljskih vplivih. Vpeljava uredbe 
REACH je prvotno predstavljala veliko breme za industrijski sektor, saj deluje po načelu: 
''Brez podatkov ni trga''. Uredba temelji na načelu, da mora industrija proizvajati in 
uvažati oziroma dajati na trg snovi z odgovornostjo in skrbnostjo ter omogočati 
predvidljive pogoje uporabe, ki nimajo negativnih učinkov na zdravje ljudi ali okolje. S 
tem je uredba dosegla velik vpliv na pretok kemikalij v in zunaj EU, kar vodi k večji 
kompetentnosti podjetij in hkrati omogoča boljši nadzor za varovanje človeškega zdravja 
in okolja [1-3].  
Skladno z uredbo REACH so bili za registracijo kemikalij glede na proizvedeno oziroma 
uvoženo letno tonažo v obdobju desetih let od uveljave uredbe razpisani trije roki. Pri 
čemer je v prvem prijavnem roku, to je do 30. novembra 2010 potekala registracija 
kemikalij, katerih uvoz ali proizvodnja presega 1000 ton letno. Drugi prijavni rok je bil 
do 31. maja 2013, in sicer obvezen za registracijo kemikalij, katerih uvoz ali proizvodnja 
obsega med 100 in 1000 tonami letno. Zadnji, tretji prijavni rok je bil odprt do vključno 
31. maja 2018, in sicer za kemikalije katerih letni uvoz ali proizvodnja je med 1 in 100 
tonami. Od leta 2008, ko je v veljavo stopila uredba REACH, je tako skupno število 
izvedenih registracij 88319, kar zajema 21551 registriranih substanc [4]. 
Da število na novo razvitih kemikalij in substanc zelo hitro narašča pričajo podatki, ki so 
objavljeni v povzetku splošnega poročila evropske agencije za registracijo kemikalij 
ECHA. Ti navajajo, da je bilo do zadnjega prijavnega roka 31. maj 2018, izvedenih 33 
363 registracij, ki zajemajo 11114 substanc, od tega 6824 substanc registriranih prvič. Z 
ozirom na to, da je bila registracija v zadnjem prijavnem roku potrebna in zakonsko 
obvezna le za substance, katerih letna proizvodnja ali uvoz presega 1 tono [6]. 
Glavni cilj uredbe REACH je prilagoditi zakonodajo o snoveh z vzpostavitvijo 
trajnostnega razvoja in zagotoviti visoko raven varovanja zdravja ljudi in okolja. Poleg 
tega pa je ključno zagotavljanje dostopa do tehničnih informacij o  registriranih 
kemikalijah, ki se pojavljajo na trgu in njihova varna uporaba [7]. 




1.2 Testiranje vpliva snovi na okolje  
Kemikalije, katerih življenjska doba in količina uporabe sta veliki, imajo posledično 
lahko večje vplive na okolje. Glede na prej omenjeno uredbo REACH, za kemikalije, ki 
so proizvedene ali uvožene v količinah, ki letno presegajo 1 tono ali več, veljajo zahteve 
po dodatnih informacijah. To so natančno, v skladu z navodili uredbe  definirane 
fizikalno-kemijske, toksikološke in ekotoksikološke informacije. Za podatke, ki se 
navadno določajo s testiranji na živalskih organizmih, REACH favorizira: (1) uporabo 
obstoječih podatkov, (2) združevanje več zanesljivih dokazov, (3) uporabo kvalitativnih 
in kvantitativnih modelov razmerja med strukturo in aktivnostjo ((Q)SAR), (4) metode in 
vitro, (5) združevanje snovi v skupine in pristop navzkrižnega branja [1]. 
Zaradi uredbe o obvezni registraciji kemikalij in javno dostopnih podatkov, je nastala 
ekotoksikološka baza podatkov, ki je zelo pomembna pri določitvi ocene tveganja in 
oceni nevarnosti za okolje. Prav tako je njen namen razvoj novih testnih strategij za 
določanje ekotoksikoloških podatkov. V splošnem se raziskave delijo na dve različni, a 
komplementarni področji. Eno je povezano z razvojem alternativnih metod testiranja z 
uporabo korelacijskih faktorjev in matematičnih modelov, ki bi lahko nadomestili 
klasična testiranja s testnimi organizmi. Drugo zavzema ekološki vidik in temelji na 
razvoju metod z višjo stopnjo okoljske relevantnosti [8, 9]. 
1.2.1 Ekotoksikološka testiranja    
Za določevanje vplivov kemijskih substanc na okolje in njihove strupenosti se izvaja 
strupenostne ali t. i. biološke teste, ki so osnova ekotoksikologije. Obstaja veliko različnih 
izvedb, vendar v splošnem vsa testiranja temeljijo na spremljanju odziva testnih 
organizmov, ki jih izpostavimo različnim koncentracijam testnih vzorcev pri točno 
definiranih pogojih. Poleg tega moramo pri vsakem eksperimentu testirati vsaj eno 
kontrolno skupino, ki ni izpostavljena substanci, tj. slepi test. Pred izvedbo testiranja 
vzorca, je potrebno določiti tudi odziv organizmov s testiranjem referenčne snovi, ki je 
navadno določena za vsak posamezni organizem in poda njihovo občutljivost ter 
pravilnost pri izvedbi testiranja. Glede na izbiro testnih organizmov lahko določamo 
različne odzive, pri čemer so najpogostejši inhibicija mobilnosti, inhibicija rasti in vpliv 
na reprodukcijo [10, 11]. 
 
 




Glede na čas izpostavljenosti organizmov delimo strupenostne teste na: (1) Akutne, kjer 
merimo odziv organizmov po enkratni izpostavljenosti snovi, zato je ta hiter in intenziven 
(smrt, negibnost). (2) Subakutne, kjer se pri ponavljajoči se izpostavljenosti opazujejo 
spremembe v odzivih. (3) Kronične, kjer se ocenjujejo škodljivi učinki po daljši časovni 
izpostavljenosti organizmov [10]. 
V sklopu raziskave bo izvedeno akutno testiranje strupenosti, pri čemer so substance, 
katerih določena strupenost  je manjša kot 1 mg/L splošno tretirane kot zelo strupene in 
spadajo v I. strupenostni razred. Uporaba in izločanje takšnih substanc v okolje lahko 
povzroči zelo škodljive posledice na organizme. Substance, katerih strupenost znaša med 
1-10 mg/L spadajo v kategorijo II., tiste s strupenostjo med 10-100 mg/L, pa v kategorijo 
III. Če vrednost presega 100 mg/L se substance opredeli kot ne toksične [19]. 
Skladno z usmeritvami Organizacije za sodelovanje in razvoj (OECD), je bil prvotni 
način za vrednotenje ekotoksikoloških podatkov in s tem postavitve ocene tveganja, ki jo 
predstavlja kemikalija za okolje preko vrednosti LOEC in NOEC. Pri čemer prva 
predstavlja najnižjo testno koncentracijo, ki še povzroči drugačen odziv organizmov kot 
je ta v slepem testu. Medtem ko je NOEC najvišja uporabljena koncentracija, katere odziv 
se ni razlikoval od odziva kontrolne skupine v slepem testu. Takšno vrednotenje podatkov 
ni najbolj učinkovita metoda za obdelavo eksperimentalno dobljenih ekotoksikoloških 
podatkov, saj ima kar nekaj pomanjkljivosti. Med drugimi ni možno podati ocene 
negotovosti ali intervala zaupanja ter ni možno določiti razmerja med koncentracijo in 
odzivom, kar je ključnega pomena pri določanju strupenosti snovi [11]. 
Kljub temu, da metode z določanjem LOEC in NOEC vrednosti organizacija OECD ni 
popolnoma zavrgla, je kasneje podala nove smernice glede vrednotenja ekotoksikoloških 
podatkov z uporabo regresijskih modelov. Z uporabo teh, je bila rešena pomanjkljivost 
določanja vrednosti LOEC in NOEC, saj ta omogoča tudi izračun intervalov zaupanja 
okoli izračunane efektivne koncentracije [11]. 
Med testiranjem strupenosti je spremljan odziv testnih organizmov na odmerek in 
rezultate po določenem času izpostavljenosti se ovrednoti z merljivimi parametri odziva. 
Izračunana koncentracija predstavlja vrednost, ki v določenem času izpostavljenosti 
povzroči odziv pri določenem odstotku testnih organizmov. Po testiranju strupenosti 
naredimo krivuljo odziva glede na koncentracijo ali količino odmerka. Tako dobimo 
porazdelitev odziva organizmov glede na občutljivost na kemikalijo pri različnih 
koncentracijah, ki je ponazorjen s sigmoidno krivuljo. Pri vrednotenju podatkov se 
krivuljo linearizira, tako se z uporabo metode linearne regresije določijo merljivi 
parametri odziva. Odvisnosti prikazuje Slika 1.  





Slika 1: Odziv v odvisnosti od koncentracije in logaritma koncentracije snovi [10] 
Za izbiro optimalnega razpona koncentracij, kjer bo prišlo do odzivov, ki so večji od nič 
in manjši od sto, se prej izvede preizkuse vplivov koncentracij. S prvim ali limitnim 
preizkusom se določi ali koncentracija 100 mg/L oziroma 100 vol. % povzroči odziv 
testnih organizmov. Če ga ne, pomeni da vzorec nima velikega vpliva na organizme, zato 
nadaljnja testiranja niso potrebna. Medtem ko se v primeru odziva izvede preliminarno 
testiranje z uporabo majhnega števila organizmov in širokega območja koncentracij. Po 
preliminarnem testu sledi izvedba definitivnega testa z ožjim območjem koncentracij. 
Definitivni test je izveden v več paralelkah z uporabo več organizmov in poleg izračuna 
merljivih parametrov odziva (ECX, LCX, ICX), omogoča tudi izračun statističnih 
parametrov, tj. interval zaupanja [10, 11]. 
Prednost izvedbe bioloških testov je njihova relativno hitra in poceni izvedba, slabost pa 
da so ti nespecifični. Vključujejo toksične vplive vseh v vzorcu prisotnih snovi brez 
poznavanja njihove sestave ali strukture. Zato je za natančnejše določitve v primeru 
vrednotenja strupenosti potrebno izvesti še dodatne kemijske analize vzorcev [10].  
Izbor organizmov, ki so namenjeni za izvedbo testiranja je odvisen od lastnosti testnih 
vzorcev, saj vsi organizmi niso enako občutljivi na iste strupene snovi in njihova sestava 
večinoma ni znana, poleg tega lahko daljša uporaba vodi k nastanku novih potencialno 
strupenih substanc. Testni organizmi so izbrani predstavniki iz vseh treh trofičnih skupin, 
to so: (1) proizvajalci ali primarni producenti (alge, rastline), (2) potrošniki ali 
dekompozitorji (bakterije) in (3) potrošniki ali konzumenti (zooplankton, ribe) [2]. 
 




Organizmi se razlikujejo glede na občutljivost in načine izpostavljenosti ter vlogo, ki jo 
imajo v ekosistemu. Pomembno je, da izberemo organizme s primerno občutljivostjo in 
možnostjo opazovanja odzivov na različne snovi. Vsak organizem ima drugačno 
občutljivost na različna onesnaževala. Njihova občutljivost temelji na starosti, zdravju, 
pogojih, okolju in mehanizmu izpostavljenosti [10, 11]. 
Priporočljivo je izbrati organizme, katerih testiranje je standardizirano s strani 
mednarodnih organizacij, kot sta na primer ISO in OECD. Slednja ima velik pomen v 
ekotoksikologiji, saj je vpeljala številne smernice za določitev vpliva strupenih snovi na 
okolje. Te so uporabne v industrijskih panogah, prav tako pa tudi v laboratorijskih 
raziskavah, z namenom določanja varnosti kemijskih substanc. Standardizirane metode 
omogočajo enotnost dela, ponovljivost in splošno uporabnost ter primerljivost rezultatov. 
Prav tako obstajajo številne nestandardne metode testiranja strupenosti, za katere 
smernice mednarodnih organizacij ne obstajajo, zato je pomembno v primeru uporabe teh 
priložiti ustrezno dokumentacijo. S tovrstnimi metodami spremljamo predvsem 
specifične odzive, zato niso primerne za vsesplošno uporabo [13, 15]. 
Ključna prednost pri izbiri standardizirane metode testiranja je, da varna koncentracija 
vzorca za najbolj občutljivo vrsto pomeni tudi varno koncentracijo za manj občutljive 
vrste v določenem ekosistemu. Skladno s tem, je glede na uredbo REACH potrebna 
določitev strupenosti le za organizme v ekosistemu, katerih občutljivost je najvišja, saj s 
tem varujemo celoten ekosistem. Z določitvijo strupenosti le za tri specije iz širokega 
nabora vseh, ki so prisotne v ekosistemu naredimo veliko poenostavitev, vendar s 
testiranjem najbolj občutljive vrste tako lahko zavarujemo tudi druge vrste, ki so manj 
občutljive, zato strupenost substance določimo glede na najvišji odziv organizmov na 
najnižjo testirano koncentracijo [17]. 
Največkrat uporabljeni standardizirani organizmi so alge, algae določitev 72h EC50 in 
vodne bolhe, Daphnia magna določitev 48h EC50 ter ribe z določitvijo 96h LC50.
 Poleg 
tega so podatki o strupenosti teh organizmov osnovni set zahtevanih podatkov za 
registracijo kemikalij [2, 9].  
Pri substancah, ki so uporabljene v okolju v večjih količinah, je prav tako kot določitev 
strupenosti, pomembno določiti njihov potencial za biorazgradnjo. Ta je v splošnem 
definirana kot proces popolne ali delne razgradnje organske snovi zaradi delovanja 
mikroorganizmov. Ključno je spremljati morebitne stranske produkte, ki so lahko 
strupeni in druge za okolje škodljive snovi. Tudi za tovrstna testiranja je organizacija 
OECD izdala smernice za izvedbo testov biorazgradljivosti [14]. 




1.2.2 Standardni testni organizem vodna bolha, Daphnia magna   
Vodne bolhe, Daphnia magna so sladkovodni nevretenčarji in spadajo v taksonomsko 
kategorijo Daphniiade. Te se pogosto uporabljajo v ekotoksikoloških študijah, zaradi 
številnih prednosti kot modelni sistem za določanje kronične in akutne strupenosti. 
Spadajo v trofično skupino potrošnikov, ki se hranijo z algami in bakterijam, hkrati pa so 
hrana rib [16].  
Razmnoževanje vodnih bolh lahko poteka spolno ali nespolno. Partenogeneza ali 
nespolno razmnoževanje se uporablja predvsem pri laboratorijskem gojenju. Gre za 
postopek pri katerem samice same proizvajajo diploidna jajčeca, pri čemer se vsi 
organizmi razvijejo v enake klone, zato pri nespolnem razmnoževanju nastanejo samo 
samice. Prednosti tega načina razmnoževanja so, da lahko poteka skozi celo leto in pri 
tem nastane veliko število genetsko identičnih organizmov, klonov, ki so enako občutljivi 
na testne vzorce. V primeru spolnega razmnoževanja, ki navadno poteka v naravnem 
okolju, samci oplodijo samice, ki posledično proizvedejo haploidna jajčeca, ki so 
odpornejša na okoljske vplive. Spolni način razmnoževanja je najbolj učinkovit v 
pomladnih mesecih, saj takrat samice izlegajo jajčeca vsake štiri dni. Medtem ko jeseni 
in pozimi zaradi neugodnih temperatur pri normalnih pogojih tak način razmnoževanja ni 
možen [18]. 
Zaradi občutljivosti na številne in raznolike vrste onesnaževal, so vodne bolhe 
reprezentativni organizmi v trofični skupini potrošnikov, za uporabo pri ekotoksikoloških 
raziskavah. Pri testiranju akutne strupenosti opazujemo inhibicijo mobilnosti, pri 
testiranju kronične strupenosti pa spremembe v razmnoževanju v primerjavi s kontrolo. 
Testiranje strupenosti poteka skladno s smernicami podanimi s strani mednarodnih 
organizacij, v našem primeru bodo uporabljene smernice OECD [9, 12]. 
Naravni habitat vodnih bolh predstavljajo sladke vode vseh vrst, vendar je te enostavno 
gojiti tudi na laboratorijskem nivoju, spodaj so izpostavljeni pomembnejši parametri, ki 
jih je potrebno upoštevati.  
o Priporočljiva je uporaba večjega števila steklenih akvarijev ali laboratorijskih čaš, 
kjer se glede na razpoložljiv volumen hrani več vodnih bolh hkrati. Optimalen pH 
medija za gojenje je med 7 in 9, zato se v primeru uporabe vodovodne vode tej 
dodaja šibke baze in soli v primernem razmerju. Medij je potrebno menjati na vsaka 
dva tedna, saj ima to pomembno vlogo pri reprodukciji, ki je ob redni menjavi 
učinkovitejša [13]. 
 




o Na življenjsko dobo vodnih bolh ima velik vpliv količina dostopne hrane in količina 
v vodi raztopljenega kisika ter temperatura vode. Sploh slednja ima največji vpliv, 
saj je povprečna življenjska doba vodnih bolh 40 dni pri 25°C in 56 dni pri 20°C. 
Optimalna temperatura medija vodnih bolh je med 16 in 22°C [13, 18].  
o Organizme se hrani z majhnimi v vodi suspendiranimi delci, katerih velikost je med 
1-50 µm. Za gojenje na laboratorijskem nivoju je najbolj pogosta hrana zelena alga, 
iz rodov Spirulina in Chlorella. Poleg tega se kot prehranska dopolnila lahko dodaja 
ribjo hrano, sojino moko ali pivski kvas. Pri določanju pogostosti in količine 
hranjenja je potrebno upoštevati načelo »manj je več«, saj lahko kultura pri 
prevelikih količinah hrane pogine. Od prehranjevanja je odvisna intenziteta barve 
vodnih bolh. V primeru hranjenja z zeleno algo, so te večinoma brezbarvne z rahlo 
zeleno-rumenim odtenkom [16].  
1.3 Premazi  
Premazi so definirani kot tekoče snovi, ki se po aplikaciji na površino tekom sušenja 
spremenijo v suhe filme, ki opravljajo specifične funkcije in se glede na te v splošnem 
delijo na: (1) antikorozivne, (2) visoko-temperaturno odporne in ognjevzdržne, (3) 
odporne proti praskam in abraziji, (4) samočistilne, (5) antibakterijske in (6) premaze 
proti obrabi. Sušenje tekočih premazov poteka z uporabo sredstev za izhlapevanje, to je 
najpogosteje s termičnimi postopki, uporabo oksidantov ali obsevanja z UV svetlobo. 
Premazi predstavljajo disperzije sestavljene iz veziva, topil ali hlapnih komponent, 
pigmentov in različnih aditivov za doseganje želenih lastnosti glede na uporabo, med 
drugimi so to tudi katalizatorji in sušilci ter sredstva za povečanje ali zmanjševanje 
površinske napetosti. Veziva so, le z redkimi izjemami, sestavljena iz kombinacije 
organskih polimerov ali smol, ki združena s pigmenti in dodanimi polnili formirajo film 
za adhezijo na površino. Dodane hlapne komponente služijo kot topila in vplivajo na 
viskoznost ter pripomorejo k lažjim aplikacijam [26, 28]. 
Glede na sestavo se premazi v grobem delijo na premaze: (1) na osnovi topila, (2) na 
vodni osnovi in (3) brez topil. Pri čemer prvi sestojijo iz smol, dodatkov in pigmentov, ki 
so raztopljeni ali dispergirani v organskih topilih. Podobno kot pri teh, so tudi v premazih 
na vodni osnovi vse komponente, le namesto v organskem topilu, dispergirane v vodi. V 
premazih, brez prisotnih topil, so komponente pomešane neposredno v smoli ali vezivu, 
zato so tej ves čas v dokaj trdnem stanju [26, 29]. 
 




Pri končnih lastnostih premaznih filmov je ključna vrsta izbranega veziva, saj se ta  
razlikujejo glede na različne kombinacije uporabljenih monomernih enot, ki se razlikujejo 
v molekulskih masah, reaktivnosti funkcionalnih skupin in drugih karakteristikah. 
Pomembna so tudi izbrana pigmentna sredstva, ki so navadno dodana za prepreko 
korozije in določajo barvo premaza. V uporabi so raznovrstni strukturni dodatki, pri 
čemer v zadnjem času prevladujejo dodatki (nano)kompozitov in vlaken ter polnil, ki 
znatno vplivajo na mehanske lastnosti premazov. Pred nanosom premaza mora biti za 
dosego željenih lastnosti površina ustrezno pripravljena in ne sme vsebovati ostankov 
korozije ali drugih nečistoč [26, 29]. 
Premazi  se navadno aplicirajo v več slojih, ki v celoti sestavljajo premazni sistem, to so 
večinoma temeljni, vmesni in pokrivni sloj. Vsak je uporabljen za dosego specifičnih 
funkcij, pri čemer je ključno poznavanje interakcij in medfaznih pojavov med 
posameznimi sloji, saj imajo tej velik vpliv na končne lastnosti premaznih sistemov [26, 
29]. 
Temeljni sloj je osnovna zaščita površine in mora imeti ustrezne adhezijske lastnosti 
glede na površino ter omogočati nanos vmesnih slojev. Ti se nanašajo z ozirom na 
zahtevano ali s strani proizvajalca priporočljivo končno debelino filma, ki ga tvori 
premazni sistem. Služijo predvsem kot dodatna zaščita pred izpostavljenostjo agresivnim 
zunanjim vplivom. Vmesni sloji so v stiku tako s temeljnim, kot tudi s pokrivnim slojem, 
zato morajo biti kompatibilni z obema, kar je največkrat zagotovljeno z uporabo enakih 
veziv. Pokrivni sloj mora zagotavljati glede na zunanje vplive dovoljšno (mehansko, UV, 
mikrobno in tekočinsko) odpornost, hkrati pa pripomore k estetskemu videzu premaznega 
sistema [26, 27].  
1.3.1 V vodi netopni zaščitni premazi  
Zaščitni premazi so večinoma kompleksne, v vodi slabo topne substance, ki morajo 
ustrezati osnovnim zahtevam, to so: (1) zagotavljanje mehanske odpornosti, (2) enostavna 
aplikacija in cenovna dostopnost, (3) prilagojena površinska struktura in (4) za okolje 
varna uporaba. Največkrat se tovrstni premazi uporabljajo zaradi odpornosti na topila in 
kemikalije ter kot antikorozijske prevleke. Prav tako so pomembni pri izboljšanju 
mehanskih lastnosti površin, predvsem povečanju žilavosti, utrjevanju in zmanjšanju 
krčenja [23, 25]. 
 




Med komercialno najpogosteje uporabljene spadajo zaščitni premazi na osnovi 
epoksidnih smol. Za tovrstne premaze je značilno, da po reakciji kemijskega premreženja 
(ang. »cross-linking«), ki je značilnost dvo/več-komponentnih sistemov, tvorijo film. Pri 
tem nastanejo visoko-zmogljivi premazi, katerih lastnosti so odvisne predvsem od 
uporabljenih komponent, to sta zamreževalno sredstvo in vrsta veziva. Slednja je navadno 
navedena kot komponenta A, prva pa kot komponenta B. Ti dve sta kompleksni mešanici 
in vsebujeta več deset različnih substanc [24, 28].  
Kot zamreževalna sredstva so najpogostejša alkalijska, anhidridna, katalitska in aminska 
sredstva, medtem ko vezivo  sestoji iz aromatskih, alifatskih in cikloalifatskih polimerov, 
ki vsebujejo mono/več-funkcionalne epoksidne skupine. Tem so dodani najrazličnejši 
dodatki za dosego želenih lastnosti. Ustreznost izbire zamreževalnega sredstva za 
posamezno epoksidno smolo se odraža tako na stopnji, kot tudi na kinetiki zamreževanja. 
Stopnja zamreženja ima vpliv na fizikalne lastnosti, saj pri tem nastanejo od nizko do 
visoko viskoznih premazov [23, 25].  
 
Slika 2: Shema kemijskega zamreženja dvokomponentnega premaza 
Slika 2 prikazuje združenje dveh komponent premaza, ki med izhlapevanjem topila 
reagirata, pri čemer nastane zamrežena tri-dimenzionalna struktura. Hitrost sušenja je 
pogojena z debelino nanešenih komponent, okoliške temperature in relativne vlažnosti 
ter interakcij med komponentami. V primeru, ko pri reakciji nastanejo filmi z visoko 
stopnjo zamreženosti, se s tem tudi znatno poveča njihova mehanska odpornost in zniža 








Kemijska reakcija lahko med zamreževalnim sredstvom in epoksidno skupino epoksi 
smole poteče z reakcijo odprtja obroča (anionska in kationska reakcija) ali z reakcijo 
polimerizacije (poliadicija in homopolimerizacija) [27]. 
Slika 3 prikazuje nekatere tipične poliadicijske reakcije epoksidne skupine v kombinaciji 
z različnimi funkcionalnimi skupinami, pri čemer dobimo oblike epoksi smol z različnimi 
lastnostmi [29].  
 
Slika 3: Reakcija epoksidne skupine s (1) fenolno, (2) karboksilno, (3) hidroksilno in (4) aminsko skupino. 
V diplomski nalogi uporabljen premaz spada med premaze na vodni osnovi in je 
sintetiziran  z uporabo aminskega zamreževala, kateremu pripada reakcija (4).  
Zaradi dobrih mehanskih lastnosti, kemične in vodne odpornosti ter dobre adhezije na 
kovinske površine, so tovrstni premazi primerni za zaščito površin, ki so neprestano 
izpostavljene zunanjim dejavnikom. Kljub temu je za premaze značilna občutljivost na 
UV svetlobo, ki lahko povzroči razpad posameznih vezi znotraj strukture. V primeru, ko 
se vezi prekinejo se lahko iz premaza preko transportnih pojavov izločajo za okolje 
potencialno škodljive substance. Pri čemer je interakcije med uporabljenim zaščitnim 
premazom in površino ter okoljem potrebno spremljati skozi celoten čas uporabe. 
Nekatere prisotne substance imajo lahko negativne učinke na kvaliteto ekosistema, zato 
je potrebna primerna določitev strupenih vplivov in analiza teh pojavov [20, 22].  
 
 




Številne študije [33, 34] navajajo, da se tudi pri plastični produktih (katerim so podobni 
netopni premazi), ki so v osnovi sestavljeni iz monomerov z nizko strupenostjo, lahko 
med izluževanjem v raztopino izločijo snovi, ki lahko povzročajo akutno strupenost za 
izpostavljene organizme. Pri čemer je difuzija substanc iz polimernega produkta pogojena 
s številnimi dejavniki, pri čemer med pomembnejše spadajo:   
(1) lastnosti substanc glede na sestavo,  (2) permeabilnost polimerne strukture, (3) sestava 
in temperatura medija, (4) čas izluževanja, (5) čas izpostavljenosti in mešanje, (6) 
površina izpostavljenega vzorca in (7) stopnja zamreženja.  
o Prvi dejavnik ima vpliv predvsem glede na interakcije, ki jih substanca tvori s 
polimernimi molekulami, te so lahko šibke ali močne in se glede na to različno 
izločajo v medij.  
o Drugi dejavnik je povezan z velikostjo praznin med molekulami polimera, ki so 
odvisne od agregatnega stanja v katerem se polimer nahaja. V primeru, da gre za 
kristalinične so molekule urejene v gosto zasedeno strukturo, zato se difuzija 
pojavlja le v območjih, kjer so prisotne dislokacije. Medtem ko se molekule v 
amorfnih polimerih nahajajo na naključnih mestih in so praznine med temi 
navadno večje, kar pospeši difuzijo substanc.  
o Temperatura, sploh pa pH izluževalnega medija odločilno vpliva na izločanje 
substanc iz polimernih materialov, saj z višanjem obeh parametrov vplivamo na 
topnost prisotnih snovi in s tem na izluževanje substanc.  
o Z daljšim časom izpostavljenosti in vmesnim mešanjem dosežemo višje 
koncentracije izlužkov.  
o Pomembno vlogo pri izluževalni metodi ima površina vzorca, ki je izpostavljena 
mediju. Izluževanje je proces, ki poteka na fazni meji med medijem in površino 
vzorca, zato je strupenost  pogojena tudi s površino vzorca, ki je v stiku z medijem. 
Navadno so pri aplikacijah zahtevane različne debeline in oblike nanosa premaza 
glede na njegovo funkcijo. 
o Zamreženje utrdi premaz in preprečuje penetracijo zunanjih molekul v premaz. 
Prav tako se z višjo stopnjo zamreženja zmanjša možnost za difuzijo snovi iz 
premaza [33, 34].  
 
 




2. Namen dela  
Namen diplomskega dela je razvoj metodologije za testiranje strupenosti v vodi netopnih 
premazov z uporabo izluževalne metode, ki je enostavna, hitra in bolj okoljsko relevantna 
kot druge metode. S tem namenom je bila določena strupenost dvokomponentnega epoksi 
premaza in njegovih posameznih komponent z uporabo vodnih bolh, Daphnia magna. 
Testiranja strupenosti so potekala glede na  smernice organizacije OECD, ki so skladne z 
zahtevami Uredbe (ES) št. 1907/2006 (REACH). 
  










3. Materiali in metode  
Testiranje strupenosti izbranega zaščitnega premaza je potekalo po več korakih, najprej 
je bilo izvedeno zbiranje obstoječih tehničnih informacij o premazu in njegovih 
komponentah (Komponenta A in B). Tehnični podatki so bili pridobljeni z uporabo 
varnostnih listov, ki so pripravljeni v skladu z uredbo EU 1907/2006 (REACH) in njenimi 
posodobitvami. Za študijo pomembni podatki so fizikalno-kemijske lastnosti in 
ekotoksikološki podatki o usodi v okolju in strupenosti za organizme. Z uporabo teh je 
bil izveden pregled obstoječih metod za testiranje v vodi slabo topnih snovi, od koder je 
bila izbrana in nekoliko modificirana najprimernejša.  
3.1 Komponenta A 
Glede na kategorijo nevarnosti je snov razvrščena med nevarne za vodno okolje in je 
strupena za vodne organizme ter povzroča dolgotrajne učinke. Skladno s tehničnimi 
navodili je potrebno preprečiti izlitje snovi v vodo, kleti, jame in nabiranje hlapov v 
zaprtih prostorih. Glede na kemijsko sestavo gre za mešanico polimernega veziva, 
pigmentov in vode (Tabela 1). 
Tabela 1: Kemijska sestava komponente A   
Kemijsko ime Kemijska formula Koncentracija [ut. %] 
Tricinkov bis(ortofosfat) 𝑂8𝑃2𝑍𝑛3 5,0-9,99 
1-metoksi-2-propanol 𝐶4𝐻10𝑂2 3,0-4,99 
2-butoksietanol 𝐶6𝐻14𝑂2 1,0-2,99 
cinkov oksid ZnO 0,1-0,49 
 
Tabela 2: Ekotoksikološki podatki o komponenti A  
Ekotoksičnost – podatki o komponentah 
Izdelek vsebuje komponente, ki so strupene organizme in vodno okolje 
Kemijsko ime Kemijska formula 
Strupenost za vodne bolhe, 
Daphnia magna 
1-metoksi-2-propanol 𝐶4𝐻10𝑂2 48h LC50 > 1000 mg/L 
2-butoksietanol 𝐶6𝐻14𝑂2 48h LC50 > 1000 mg/L 
cinkov oksid ZnO 48h EC50 = 2,6 mg/L 
 
Proizvod je na osnovi ekotoksičnih podatkov razvrščen med kemikalije, ki imajo lahko v 
primeru izpostavljenosti organizmov negativen učinek na le-te. S poudarkom na cinkov 
oksid, ki je glede na v Tabeli 2 navedene podatke uvrščen v II. kategorijo strupenosti [19]. 




3.2 Komponenta B 
Snov je v premazu uporabljena kot trdilec in je glede na tehnične informacije razvrščena 
med snovi strupene za okolje in vodne organizme. Kljub temu za komponento ni 
razpoložljivih ekotoksikoloških podatkov. Glede na kemijsko sestavo gre za trdilec na 
osnovi poliamina (Tabela 3). 
Tabela 3: Kemijska sestava komponente B 
Kemijsko ime Koncentracija [ut. %] 
modificiran epoksidni aminski polimer 50-100 
3.3 Premaz  
Uporabljen je bil dvokomponentni temeljni premaz na vodni osnovi. Ker glede na 
specifikacije dosega visoko kemično in mehansko odpornost, je to visoko kvaliteten 
premaz, ki se uporablja v premaznih sistemih kot temeljni sloj za zaščito različnih 
površin, ki so izpostavljene tudi najzahtevnejšim pogojem. Sestavljen je iz epoksidne 
disperzije in poliaminskega adukta. Dodatna protikorozijska zaščita je dosežena z 
uporabo cinkovega fosfata, ki deluje kot aktivni protikorozijski pigment in je prisoten v 
komponenti A.  
Premaz se uporablja predvsem za zaščito kovinskih površin in je primeren tako za jeklene, 
pocinkane kot tudi aluminijaste in druge barvne kovine. Poleg tega tudi za zaščito 
kmetijskih in gradbenih naprav, tirnih vozil in transportnih kontejnerjev ter za 
industrijsko lakiranje. Premaz omogoča zračno, kot tudi pospešeno sušenje. Pomembno 
je, da so pred nanosom površine čiste, suhe in razmaščene ter na njih niso prisotni ostanki 
korozijskih produktov. 
Ker je premaz namenjen za profesionalno oziroma industrijsko uporabo in so količine ter 
možnosti uporabe zelo velike, je smiselno določiti primerno metodo testiranja strupenosti 
tovrstnega premaza. 
Pripravo premaza smo izvedli skladno z navodili proizvajalca. Komponenti smo zmešali 
v ustreznem utežnem razmerju, to je 1:4. Nato smo zmes mešali, dokler ni bila dosežena 
popolna homogenost premaza, v kolikor je bilo to potrebno smo za redčenje uporabili 
destilirano vodo.  
 
 




Tabela 4 navaja s strani proizvajalca priporočljive delovne pogoje pri aplikaciji. 










Moker film Suh film 
Priporočljivo 
območje 
od + 14°C 
do + 25°C 




80 µm 35 µm 
 
3.4 Izluževalna metoda   
Strupenost premaza in njegovih sestavnih komponent smo spremljali z vidika 
izluževanja, saj je to proces, ki dejansko poteka v okolju pod vplivom zunanjih 
dejavnikov, ki smo jih skušali čim bolje simulirati na laboratorijskem nivoju.  
Eksperimentalni protokol za spremljanje izluževanja v vodi netopnih premazov je potekal 
po sledečem postopku. Testne vzorce smo nanesli na inertne steklene ploščice dimenzij  
2,5 × 3 cm, pri čemer so bile pri nanosu upoštevane s strani proizvajalca priporočljive 
debeline nanosa mokrega filma. Površina vzorca, ki je bila v stiku z medijem je tako za 
vsakega znašala okoli 7,5 cm2. Glede na površino, smo z izbiro primernega volumna 
medija želeli doseči maksimalno razmerje med premazano površino in izluževalnim 
medijem.  
Da smo na stekla nanesli enake količine premaza, smo pred in po nanosu izvedli tehtanje, 
katerega podatke navajata spodnji tabeli.  
Tabela 5: Paralelka 1, količina vzorca na inertnem steklu 
Vzorec Začetna masa [g] Končna masa [g] Masa vzorca [g] 
komponenta A 0,1804 0,2364 0,056 
komponenta B 0,1880 0,2260 0,038 
premaz 0,1740 0,2199 0,046 
 
Tabela 6: Paralelka 2, količina vzorca na inertnem steklu 
Vzorec Začetna masa [g] Končna masa [g] Masa vzorca [g] 
komponenta A 0,1810 0,2370 0,056 
komponenta B 0,1886 0,2264 0,038 
premaz 0,1738 0,2192 0,045 
 




Po 24 urah sušenja na zraku, smo tako pripravljene vzorce posamično prenesli v 250 mL 
erlenmajerice, ki so vsebovale 100 mL medija M4. To je medij, ki je uporabljen za gojenje 
vodnih bolh in hkrati je uporabljen za redčenje izlužkov. Vzorce smo izpostavili mediju 
z namenom simulacije izluževanja premaza, ko je ta uporabljen v vodnem okolju ali 
izluževanja v primeru deževnega vremena. Erlenmajerice z vzorci smo naslednjih 24 ur 
inkubirali v temnem prostoru pri sobni temperaturi. Tako smo pripravili osnovno 
izluževalno raztopino iz katere smo pripravili različne testne koncentracije posameznega 
vzorca (Slika 4).  
 
Slika 4: Shema izluževalne metode 
3.5 Testiranje strupenosti z vodnimi bolhami, Daphnia magna  
Z izvedbo akutnih testov imobilizacije vodnih bolh Daphnia magna, smo spremljali 
odziv, ki ga povzročijo v vodi slabo topni premaz z uporabo metode izluževanja. Pred 
izvedbo testiranja strupenosti smo glede na smernice OECD gojili vodne bolhe, prav tako 
smo skladno s smernicami OECD/OCDE št. 202 izvedli celoten akutni imobilizacijski 
test strupenosti za posamezni komponenti premaza in premaz [12]. 
Standardizirano testiranje strupenosti glede na smernice OECD navaja uporabo mladičev 
vodnih bolh, ki so ob začetku testiranja stari manj kot 24 ur. Tej so za 48 ur neposredno 
izpostavljeni prej določenemu razponu koncentracij testnih vzorcev. Po 24 in 48 urah se 
opazuje odziv organizmov na testne vzorce – negibnost organizmov. Iz odziva se 
preračuna inhibicija mobilnosti po sledeči enačbi:  
Inhibicija = 
št.  živih bolh na začetku− št.  živih bolh po opazovanju
št.živih bolh na začetku
×100 % 
Pri izvedbi vseh testiranj smo kot razredčevalno raztopino in hkrati kot slepo vrednost 
uporabili enak medij, ki se uporablja tudi v akvarijih za gojenje vodnih bolh. To je medij 
M4, katerega podrobna sestava in priprava se nahajata v OECD/OCDE št. 202 [11, 12].  
Iz vrednosti inhibicije smo za spreminjajoče se vrednosti logaritma koncentracije narisali 
trendno črto in z metodo linearne regresije vrednosti 48h EC50 [9]. 




3.5.1 Izvedba referenčnega testiranja 
Glede na smernice OECD/OCDE št. 202 se najmanj dvakrat letno s testom določanja 
strupenosti za referenčno snov določi občutljivost vodnih bolh. Z določitvijo je 
zagotovljeno, da so pogoji predhodnega gojenja organizmov primerni. V našem primeru 
je bil kot referenčna snov uporabljen kalijev dikromat (K2Cr2O7), katerega strupenost za 
organizme mora po ISO 6341 pripadati območju 0,6-2,1 mg/L in inhibicija v slepi 
vrednosti mora biti manjša od 10% [21]. 
Osnovno testno raztopino K2Cr2O7 s koncentracijo 1 g/L smo pripravili z zatehto 0,1 g v 
100 mL bučko, kateri smo do oznake dodali destilirano vodo. Iz tako pripravljene 
raztopine smo odpipetirali 1 mL v novo 100 mL bučko, z namenom redčenja do 
koncentracije 10 mg/L smo tej prav tako do oznake dodali medij M4. V pet 100 mL bučk 
smo dodali v Tabeli 7 zapisane volumne pripravljene raztopine s koncentracijo 10 mg/L, 
razliko smo dopolnili z medijem M4. Rezultat redčenja so uporabljene testne 
koncentracije, katerih območje koncentracij je bilo predhodno določeno z izvedbo 
preliminarnega preizkusa.  
Tabela 7: Podatki za test strupenosti s K2Cr2O7 
Dodan volumen 
raztopine s 




(število vodnih bolh) 
Paralelka 2  
(število vodnih bolh) 
slepa vrednost  0 10 10 
5,6 mL 0,56 10 10 
10 mL 1,0 10 10 
18 mL 1,8 10 10 
25 mL 2,5 10 10 
30 mL 3,0 10 10 
 
V pripravljene steklene petrijevke smo dodali po 30 mL raztopine posamezne 
koncentracije in v vsaki izpostavili po 10 ne več kot 24 ur starih mladičev vodnih bolh. 
Petrijevke smo skrbno shranili v temnem prostoru pri sobni temperaturi in opazovali 
odziv po 24 urah izpostavljenosti.  




3.5.2 Priprava testnih raztopin   
Postopek priprave testnih vzorcev je bil za komponenti A in B ter premaz enak, in sicer 
je potekal skladno z v točki 3.4 opisano izluževalno metodo. Iz izluževalne raztopine so 
bile pripravljene različne testne koncentracije (Slika 5).  
 
Slika 5: Priprava testnih koncentracij iz osnovne izluževalne raztopine. 
Organizmi so bili pri testiranju za boljšo primerljivost strupenosti posameznih komponent 
izpostavljeni enakim koncentracijam, ki so izražene z volumskimi deleži, to so 100 vol.%, 
75 vol.%, 50 vol.% in 25 vol.%. Redčenje je enako kot pri testiranju referenčne spojine 
potekalo z  medijem M4.  
3.5.3 Izvedba testiranja  
Slika 6 prikazuje ključne stopnje testiranja. Iz čaše z mladiči vodnih bolh smo s pomočjo 
pipete prenesli 20 organizmov v izhodno petrijevko z medijem M4. V testno 
mikrotitersko ploščo smo prenesli po 10 mL raztopin testnih koncentracij, pri čemer je 
redčenje potekalo z uporabo medija M4. Iz petrijevke smo v vsako izmed testnih 
koncentracij v dveh paralelkah prenesli po 10 organizmov. Mikrotiterske plošče smo 
inkubirali v temnem prostoru pri sobni temperaturi ter spremljali odziv po 24 in 48 urah 
izpostavljenosti. 
 
Slika 6: Testiranje strupenosti z vodnimi bolhami, Daphnia magna 




4. Rezultati in diskusija 
Z namenom določitve vpliva, ki ga ima uporaba komercialnega epoksi premaza na okolje 
in vodne organizme, smo izvedli izluževalno metodo. Posledično smo lahko določili 
akutno strupenost izlužkov komponent A in B ter za celoten premaz.  
4.1 Strupenost referenčne snovi  
Rezultati strupenostnega testa referenčne snovi so navedeni v Tabeli 8. Iz Grafa 1 (7 
Priloge) smo po metodi linearne regresije izračunali vrednost efektivne koncentracije 24h 
EC50. Ta znaša 1,54 mg/L, kar je v območju med 0,6 mg/L in 2,1 mg/L, ki je zahteva 
standardnega protokola. Inhibicija v kontrolnem vzorcu je bila manjša kot 10% in so zato 
rezultati pridobljeni z referenčnim testiranjem veljavni ter so testni organizmi primerno 
občutljivi za nadaljnje izvedbe testov strupenosti.  






Št živih bolh 
na začetku 
Št živih bolh 
po 24 h 
Inhibicija [%] 
Slepi vzorec / 10 10,0 0 
0,5 -0,301 10 9,5 5 
1,0 0,000 10 10,0 0 
1,5 0,176 10 5,0 50 
2,0 0,301 10 3,5 65 
2,5 0,398 10 1,0 90 
3,0 0,477 10 0,0 100 
 
  




4.2 Strupenost komponente A  
Rezultate strupenostnega testa komponente A navaja Tabela 9. Iz Grafa 2 (7 Priloge) smo 
po metodi linearne regresije izračunali vrednost efektivne koncentracije 48h EC50, ki pri 
50% testne populacije povzroči odziv, ta znaša 22,7 vol.%. 
















25 1,398 5 4 4,5 55 
50 1,699 4 3 3,5 65 
75 1,875 2 1 1,5 85 
100 2,000 2 0 1,0 90 
4.2.1 Vpliv komponente A na inhibicijo mobilnosti vodnih bolh 
Snov glede na tehnične specifikacije spada med nevarne za vodno okolje in povzroča 
dolgotrajne učinke na izpostavljene organizme. Izračunana vrednost 48h EC50 za vodne 
bolhe je precej nizka, kar pomeni, da je komponenta A toksična za organizme tudi pri 
nizkih koncentracijah izluževalne raztopine.  
Glede na kemijsko sestavo so snovi, ki odločilno vplivajo na strupenost komponente A 
1-metoksi-2-propanol, 2-butoksietanol in cinkov oksid (ZnO). Sploh slednja ima največji 
doprinos k celotni strupenosti, saj je glede na vrednost v Tabeli 2 njena 48h EC50 za vodne 
bolhe zelo nizka, to je 2,6 mg/L. Strupenost ostalih dveh sestavnih snovi je na pram 
cinkovemu oksidu zanemarljiva.  
  




Poleg cinkovega oksida, se v komponenti A nahaja tudi cinkov fosfat. S predpostavko, 
da strupenost komponente A povzroča le prisotnost cinkovih spojin, je bil izveden 
dodaten pregled vpliva kovinskih spojin na testne organizme. Seco in sodelavci [30] v 
raziskavi navajajo, da je izluževanje Zn pri pH-jih med 7 in 9 bistveno večje (Slika 7). 
Medij, ki je osnova za gojenje vodnih bolh in je bil prav tako uporabljen za redčenje 
izluževalnih raztopin je rahlo bazičen, saj je njegova predpisana pH vrednost med 7,5 in 
9. Uporabljena razredčevalna raztopina tako vpliva na višjo topnost Zn, ki se zato iz 
komponente A izlužuje v večji meri in zaradi tega predstavlja prevladujočo strupeno snov 
v izluževalni raztopini [30, 31].  
 
 
Slika 7: Koncentracija ZnO v odvisnosti od pH izluževalne raztopine.[30] 
  




4.3 Strupenost komponente B  
Rezultati strupenostnega testa komponente B so navedeni v Tabeli 10. Na podlagi 
dobljenih podatkov lahko sklepamo, da je komponenta B za testne organizme zelo 
strupena, saj je ta povzročila odziv pri vseh testnih koncentracijah. V takem primeru 
določitev vrednosti 48h EC50  ni možna.  
















25 1,398 0 0 0 100 
50 1,699 10 0 0 100 
75 1,875 0 0 0 100 
100 2,000 0 0 0 100 
4.3.1 Vpliv komponente B na inhibicijo mobilnosti vodnih bolh 
Ker za komponento B primanjkuje podatkov o sestavi, je težko sklepati o kemijskih 
substancah, ki povzročajo strupenost za organizme. Tehnične informacije navajajo le, da 
je komponenta uvrščena med snovi nevarne za okolje in vodne organizme ter sestavljena 
iz modificiranega epoksidnega aminskega polimera. Sestava zadnjega ni natančno 
opredeljena, prav tako je možna vsebnost nečistoč, ki lahko prispevajo velik delež k 
strupenosti snovi.  
V primerjavi s komponento A, je B veliko bolj strupena, vendar sta v premazu ti dve 
zmešani v utežnem razmerju 4:1, zato ima glede na uporabljeno količino komponenta B 
manjši doprinos k celotni strupenosti premaza.  
  




4.4 Strupenost premaza  
Rezultate strupenostnega testa premaza navaja Tabela 11. Iz Grafa 3 (7 Priloge) smo po 
metodi linearne regresije izračunali vrednost efektivne koncentracije 48h EC50, ki je 
 > 100 vol.%. 
















25 1,398 10,0 10 10,0 0 
50 1,699 8,5 10 9,3 8 
75 1,875 7,0 10 8,5 15 
100 2,000 5,0 10 7,5 25 
 
4.4.1 Vpliv premaza na inhibicijo mobilnosti vodnih bolh 
Rezultati kažejo na strupenost posameznih sestavnih komponent premaza, vendar kljub 
temu ta ne predstavlja nevarnosti za okolje in premazu izpostavljene organizme, ker 
strupenost izlužkov ni visoka.  
 Ker so bile pri vseh testiranjih uporabljene enake količine izlužkov in testirane enake 
koncentracije vzorcev, lahko sklepamo, da se substance znotraj premaza na pram tistim 
v posameznih komponentah izlužujejo v manjši količini. Na to vpliva predvsem stopnja 
zamreženosti premaza, saj v ustreznem razmerju združeni komponenti A in B tvorita tri-
dimenzionalno visoko zamreženo strukturo, za katero je značilna zelo slaba topnost v 
mediju. 
Za epoksidne premaze je značilno, da se komponente v ustreznem razmerju zmešajo tik 
pred nanosom. Med potekom polimerizacije monomerov tako nastanejo dolge polimerne 
verige z visoko molekulsko maso, ki niso opredeljene kot okolju nevarne. Kljub temu je 
potrebno spremljati dolgoročne učinke tako pripravljenih premazov, saj so te tekom 
uporabe izpostavljeni zunanjim dejavnikom, ki lahko povzročijo poškodbe v polimerni 
strukturi. To vodi do prekinitve vezi in razpada šibkih vezav različnih aditivov na 
polimerne makromolekule, zato se te lahko po daljšem času sprostijo iz produktov in 
povzročajo strupenost. Gre večinoma za fragmente z nizko molekulsko maso, dodatke, 
ostanke katalizatorjev in organskih topil ter kovinske pigmente [32-34].   




Za plastične produkte ni posebej predpisane deklaracije glede prisotnih kemijskih spojin, 
zato je natančna sestava navadno znana le proizvajalcem. Tudi v primerih, ko so v 
varnostnih listih ali na embalaži navedene sestavne kemijske spojine, ni zagotovljeno da 
so podane vse, sploh pa ne v dejansko uporabljenih koncentracijah in količinah [33]. V 
našem primeru je to opaziti predvsem pri komponenti B, katere sestave iz podanih 
podatkov ni možno določiti. Če bi v nadaljnjem raziskovanju želeli preveriti katere 
substance in v kolikšni meri so te prisotne v posameznem vzorcu, bi izvedli še kemijsko 
analizo komponent. S temi podatki bi bilo možno tudi ovrednotiti točnost podatkov, ki so 
navedeni v varnostnih listih testiranih vzorcev, prav tako pa določiti zveze med kemijsko 
sestavo in strupenostjo snovi.  
  




4.5 Utemeljitev ustreznosti izbrane metode izluževanja 
Na rezultate testiranja strupenosti z vodnimi organizmi ima vpliv veliko dejavnikov, 
poleg izbire eksperimentalne metode tudi karakteristike testnega medija, kemijske 
lastnosti testnih vzorcev ter biološke značilnosti testnih organizmov in ostali. Zato je pri 
izvajanju testov strupenosti pomembno izbrati ali standardizirano metodo testiranja ali 
standardne testne organizme, saj to pripomore k zmanjšanju števila spremenljivih 
parametrov. V našem primeru so bili za testiranje izbrani standardni organizmi, medtem 
ko je bil sam protokol metode testiranja prilagojen glede na testne vzorce.  
Testiran premaz je glede na OECD smernice uvrščen med substance z neznano ali  
spremenljivo sestavo, produkte kompleksnih kemijskih reakcij in biološke materiale, 
UVCB. Pri čemer uporabljeni vzorci spadajo v naslednje skupine, to so:  
o Slabo topne substance, katerih testiranja so težko izvedljiva, zaradi težav pri 
pripravi in vzdrževanju različnih koncentracij testnih raztopin. Navadno se pri 
takih vzorcih uporabljajo topila, ki povečajo topnost testnih substanc, vendar ta 
vplivajo na določitev prave vrednosti vpliva vzorcev na organizme. Poleg tega pa 
lahko pride do reakcij med topilom in vzorcem in s tem tvorbe novih kemijskih 
spojin, kar pomembno vpliva na določitev strupenosti.  
o Kompleksne več-komponentne substance, kamor spadajo ogljikovodiki, katerih 
homogene raztopine z različnimi koncentracijami ni možno pripraviti. Prav tako 
je pri teh težavna določitev strupenosti posameznih komponent, saj se vsaka 
komponenta sistema obnaša drugače in je v teh prisotnih veliko različnih substanc.  
o Substance, ki vsebujejo nečistoče, te morajo biti pred testiranjem ustrezno 
določene, saj lahko spremenijo kemijsko naravo opazovane snovi. V primerih ko 
je strupenost in topnost nečistoč višja od izvornih snovi, te znatno vplivajo na 
celokupno strupenost testiranih vzorcev [19]. 
Za tovrstne materiale se uporabljajo metode za testiranje mešanic in več komoponentnih 
pripravkov. To je navadno na podlagi določitve strupenosti vseh v substanci prisotnih 
komponent, pri čemer se pojavijo težave pri polimernih materialih, katerih kemijska 
sestava je pogosto navedena pomanjkljivo. Vir navaja, da so testne metode in najbolj 
relevantni načini testiranja več komoponentnih substanc še v razvoju. Zato se pri 
določanju strupenosti lahko uporabi nove alternativne pristope in testne metode, če ti 
podajo okoljsko dovolj relevantne podatke in so ti ustrezni glede na zahteve regulativnih 
organov [19].  
Uporabljen eksperimentalni protokol testiranja strupenosti z izluževanjem je glede na 
karakterizacijo vzorcev in rezultate testiranja primeren za tovrstne vzorce. Gre za 
simulacijo pogojev in načina dejanske uporabe premaza, kar zagotavlja bistveno bolj 
relevantne rezultate kot bi jih dobili z uporabo drugih metod. Pomembno je predvsem, da 




gre za enak mehanizem izluževanja substanc kot pri dejanski uporabi premaza in 
izpostavljenosti okoljskim pogojem.  Pomembno je tudi, da pri sami pripravi testnih 
raztopin ni potrebno uporabljati dodatnih sredstev kot so topila, ki vplivajo na končno 
strupenost.  
Pomemben dejavnik je pH medija v katerem se testni vzorci izlužujejo, ker ima pH znaten 
vpliv na izluževanje različnih komponent npr. kovin. V našem primeru je bil uporabljen 
medij z višjim pH-jem, možna pa je uporaba tudi medija z nižjim pH-jem kot simulacijo 
izpostavljenosti vzorcev deževnici. V točki 4.2.1 je podrobneje opisana strupenost, ki jo 
povzroča v komponenti A prisoten cinkov oksid, na katerega ima pH medija bistven vpliv.  
Rezultati testiranja kažejo, da se tudi pri kratkotrajnem kontaktu z vodnim medijem (24h) 
izlužijo snovi, ki povzročijo akutno strupenost na testne organizme. Akutni test 
strupenosti je bil izbran, ker je ta primernejši za laboratorijski nivo, čeprav se v okolju 
poznajo učinki dolgotrajne izpostavljenosti. Kronična izpostavljenost organizmov 
substancam, bi v tem primeru podala bolj primerne podatke, saj je navadno življenjski 
cikel uporabe premazov zelo dolg, zato se v primeru uveljave metode izluževanja 
predlaga tudi tovrstno testiranje.  
Glede na dobljene rezultate bi predlagali izboljšave metode, ki zajemajo: 
o Določanje strupenosti pri različnih časih izluževanja, saj smo to v našem primeru 
spremljali le po 24 urah izpostavljenosti vzorcev v izluževalnem mediju.  
o Mešanje steklenih ploščic z vzorci v izluževalnem mediju med inkubiranjem 
erlenmajeric. Eksperiment bi služil kot simulacija površin izpostavljenih 
tekočinam z večjim pretokom in turbulentnim tokom. V tem primeru bi se 
verjetno substance izluževale bolj intenzivno.  
o Spreminjanje raznovrstnih zunanjih dejavnikov, ki imajo vpliv na izluževanje 
substanc iz premazov, to so temperatura okolice in medija ter svetloba in ostali, 
pri čemer je potrebno ohranjati optimalne pogoje za testne organizme. 
o Glede zunanjih dejavnikov, je za epoksi premaze značilna predvsem občutljivost 
na UV svetlobo, zato je smiselno določiti tudi vpliv te na izluževanje.  
o V kolikor je možno se izvede tudi kemijska analiza testnih vzorcev, ki omogoča 
natančno določitev vsebnosti kemijskih spojin v vzorcih, prav tako pa bi bilo na 
ta način možno določiti korelacije med ekotoksikološkimi vrednostmi in kemijsko 
sestavo vzorcev. Predlagana je kombinacija analiznih tehnik tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti z masno spektrometrijo.  
  




6. Sklepne ugotovitve 
 
Za proizvajalce kemikalij je vzdrževanje in spremljanje življenjskega cikla kemikalij 
pogosto bolj zahtevno z vidika varovanja okolja pred škodljivimi vplivi, kot je sama 
proizvodnja le-teh. Registracijo in spremljanje kemikalij na trgu je dodatno poostrila 
uvedba Uredbe (ES) št. 1907/2006 (REACH). 
Velike okoljske izzive predstavljajo premazi, ki se uporabljajo za zaščito površin 
izpostavljenih zunanjim dejavnikom, saj so to kompleksne več-komponentne mešanice, 
katerih doba uporabe  je dolga in so v neposrednem stiku z okoljem. Interakcije med 
uporabljenim zaščitnim premazom in površino ter okoljem je potrebno spremljati skozi 
celoten čas uporabe, saj se iz teh preko transportnih pojavov ali razkroja lahko izločajo 
nevarne snovi s številnimi negativnimi učniki na okolje.  
Po podrobnem pregledu literature smo ugotovili, da primanjkuje ustreznih protokolov za 
določitev strupenosti kompleksnih več-komponentnih snovi. Trenutne metode za 
določanje ekotiksičnosti so osnovane na testiranju čistih in v vodi topnih substanc. 
Številne snovi in materiali pa so v vodi slabo topni in so sestavljeni ne samo iz različnih 
osnovnih substanc, ampak vsebujejo tudi ne točno definirane dodatke in  nečistoče. Zato 
so za testiranje tovrstnih snovi večinoma v uporabi alternativne metode in metode, za 
katere protokoli še niso natančno določeni in so še v razvoju.   
S ciljem iskanja okoljsko bolj relevantne metode testiranja vpliva netopnih snovi na 
okolje in organizme, smo preverili vpliv izluževanja v vodi netopnih premazov. Za 
določitev akutne strupenosti komercialno uporabljenega premaza na vodne organizme, 
smo pri testiranju uporabili izluževalno metodo. Rezultati kažejo, da je ta od standardnih 
metod z uporabo topil bolj ekonomična, hitreje izvedljiva in okoljsko bolj relevantna. 
Slednje lahko trdimo, saj smo potek celotnega testiranja strupenosti prilagodili 
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Graf 1: Določitev vrednosti 24h EC50 K2Cr2O7 
 
 
Graf 2: Določitev vrednosti 48h EC50 komponente A 
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Graf 3: Določitev vrednosti 48h EC50 premaza
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